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Resumo: 
 
Introdução: Quando um neurônio é ativado de forma intensa, desencadeia-se 
o aparecimento de genes de expressão imediata, dentre eles o c-fos. Este 
gene codifica uma proteína nuclear c-Fos, relacionada a diversas cascatas de 
sinais envolvidos em importantes processos bioquímicos como plasticidade 
neuronal, crescimento celular e mitose. Objetivos: Neste trabalho 
investigamos o padrão de expressão e do período refratário de c-Fos no 
cérebro de ratos e macacos após estimulação com pentilenotetrazol. Materiais 
e métodos: Foram utilizados 40 ratos (Wistar) e 40 macacos (Callithrix 
jacchus) sacrificados em diferentes tempos após crise convulsiva. Os grupos 
para o mapeamento do padrão de expressão de c-Fos foram: grupo controle 
(animais sem crise); grupo PTZ 0,5h; 1, 2, 3, 6, 9 e 12h. Já os grupos para o 
mapeamento do período refratário de c-Fos foram: PTZ1h/1h, PTZ3h/1h e 
PTZ6h/1h em ratos e PTZ6h/3h, PTZ 9h/3h e PTZ12h/3h nos macacos onde a 
primeira hora corresponde ao momento da aplicação da 2ª dose de PTZ (após 
a 1ª crise), e a 2ª hora correspondendo ao momento em que os animais foram 
sacrificados após a 2ª crise. Foi feita análise do gene e proteína c-fos por meio 
do PCR em tempo real e imunohistoquímica no córtex motor, piriforme e 
cingulado. Resultados: Tantos ratos quanto macacos apresentaram ínicio de 
expressão de c-Fos em 0,5h após crise. No entanto, o padrão de expressão 
proteica entre esses animais foram distintos: em ratos, o pico de expressão se 
deu entre 1h e 2h após a crise, retornando aos níveis basais após 6h em todas 
as regiões. Nos macacos o pico de expressão foi de 1h à 3h após a crise e 
retorno aos níveis basais de 9 à 12h. Em relação ao mapeamento do período 
refratário de c-Fos, observamos: nos ratos um período refratário de expressão 
proteica com duração de até 6h, enquanto que os macacos exibem 
refratariedade em até 12h após o primeiro estímulo. Porém, não houve 
diferença de expressão genica de c-fos entre esses grupos, demonstrando um 
controle pós-transcricional do mecanismo de indução da 
refratariedade.Conclusão: A diferença do padrão de expressão da proteína 
nos roedores e primatas demonstra um aspecto funcional da bioquímica 
cerebral diferenciada entre as espécies que pode nos ajudar a entender a 
maior complexidade cognitiva dos primatas em relação aos roedores em vista 
da ampla relação de c-Fos com tarefas cognitivas e de aprendizagem. 
 
Palavras chave: Genes de expressão imediata, c-Fos, Epilepsia 
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Abstract:  
 
 
Introduction: Intense activation of neurons triggers the appearance of 
immediate genes, including c-fos. This gene encodes a nuclear protein, c-Fos, 
that is related to various signal cascades involved in biochemical processes 
such as neuronal plasticity, cell growth and mitosis.Objective: Here we 
investigated the expression pattern and the refractory period of c-Fos in rats´ 
and monkeys´ brains, after stimulation with pentylenetetrazol. Methods: 55 rats 
(Wistar) and 50 monkeys (Callithrix jacchus) were sacrificed at various times 
after PTZ-induced seizure. The groups for mapping the c-fos expression pattern 
were: control group (animals without seizure); PTZ group: 0.5 h, 1, 2, 3, 6, 9 
and 12h. The groups for mapping the c-fos refractory period were: PTZ1h/1h, 
PTZ3h/1h and PTZ6h/1h in rats and PTZ6h/3h, PTZ 9h/3h and PTZ12h/3h in 
monkeys. The first hour refers to the application time of the 2nd dose of PTZ  
after the first seizure and the 2nd hour refers to the time when the animals were 
sacrificed after the 2nd seizure. RNA and protein expression were assessed by 
real-time PCR and immunohistochemistry in motor, cingulate and piriform 
cortex. Results: Rats and monkeys already showed c-Fos expression at 0.5 h 
after seizure. Yet, the pattern of protein expression differed between rats and 
monkeys: in rats, the expression peaked in 1 to 2h after the seizure, returning to 
baseline in 6 hours in all regions. In monkeys, the expression peaked in 1 to 3h 
after the seizure and returned to basal levels only in 9 to 12h. Regarding the 
refractory period of c-Fos, we observed: in rats, a refractory period of protein 
expression during up to 6h, while monkeys exhibit refractoriness within 12 hours 
after the first stimulus. However, there were no differences in c-fos gene 
expression among these groups, which indicates a post-transcriptional control 
mechanism underlying the refractory period.Conclusion: The difference in the 
protein expression pattern in rodents and primates characterizes a functional 
aspect of brain biochemistry between these orders and my contribute for the 
more developed primate cognitive complexity as compared to rodents because  
of the relation of c-Fos with cognitive and learning tasks. 
 
Key-words: Immediate early genes, c-Fos, Epilepsy
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1. Referencial Teórico: 
1.1. Introdução: 
Quando um neurônio é ativado de forma intensa segue-se um 
encadeamento de moléculas específicas que desencadeiam a ativação de 
genes de expressão imediata, dentre eles o mais conhecido é o c-fos. Este 
gene está relacionado à ativação neuronal e é expresso em situações onde o 
animal é exposto a situações novas.  
Inúmeros trabalhos com camundongos e ratos evidenciaram expressão 
de c-Fos em diversas regiões do sistema nervoso central como, giro denteado, 
CA1, CA2, CA3, tálamo, córtex piriforme, giro do cíngulo, amígdala, córtex 
visual, bulbo olfatório, nervos cranianos, cerebelo, córtex motor, estriado dentre 
outras estruturas encefálicas, quando o animal é exposto a uma ampla gama 
de estímulos (estresse hídrico, medo, odores, injeção intraparenquimatosa de 
substancias diversas, etc).  
Os primeiros trabalhos a respeito do padrão de expressão de c-fos após 
um determinado estímulo basearam-sena utilização de pentilenotetrazol (PTZ). 
Em ratos e camundongos, sabe-se que após a injeção de PTZ a expressão do 
gene vai gradativamente aumentando chegando ao máximo em torno de 1h. 
Daí a expressão segue diminuindo até valores basais. Há controvérsias a 
respeito do momento em que c-fos retoma a valores basais, havendo estudos 
que indicam 6h (Chaudihuriet al.,2000), 17h(Morgan et al., 1987), 48h (Bisleret 
al., 2002) e até 5 dias. Porém, todos os autores afirmam que um segundo 
estímulo só desencadeia o mesmo aumento de expressão do gene após o 
nível de c-fos chegar a valores basais. Antes disso, a expressão será menor ou 
nula, caracterizando o chamado período semi-refratário ou refratário.  
O kindling é uma técnica onde a aplicação de vários estímulos 
subconvulsivantes ao longo de dias (ou horas) repetidos resulta, finalmente, em 
convulsões ainda que utilizando-se a mesma dose subconvulsivante (Bartsch 
et al., 2014; Rohane et al., 2014). Sabe-se que é possível induzir este 
fenômeno (kindling) em roedores, porém há dúvidas quanto a sua indução em 
primatas (Buckmaster, 2004). Levantamos uma hipótese de que os estímulos 
para indução do kindling não respeitariam o período refratário de c-fos nos 
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primatas (baseado em dados preliminares em nosso laboratório). Com base 
nisso, acreditamos que o perfil da expressão de c-fos em primatas poderia ser 
diferente daquele de roedores.  
São escassos os estudos que abordam este aspecto da expressão do 
gene, sendo encontrado apenas um trabalho de Kaziet al., 2003 que 
demonstrou pico de expressão de c-fos em 6h e diminuição de c-fos em 42 e 
72h unicamente no córtex visual. No entanto, não foi traçado o retorno ao valor 
basal e consequentemente o período refratário. Mais importante que isso, 
aquele trabalho não discute a interessante questão de que diferenças 
bioquímicas (e não apenas diferenças anatômicas) entre primatas e roedores 
podem talvez contribuir para diferenças na capacidade de memória e 
aprendizagem entre essas famílias. 
A busca pelo entendimento do cérebro humano, e das diferenças desse 
com o de outros animais já acontece desde há muitos séculos atrás. A 
publicação do livro “A origem das espécies” de Darwin em 1859 foi um 
importante evento no incessante processo de busca pelas diferenças e 
semelhanças entre o ser humano, seus parentes mais próximos, os macacos e 
demais animais. Porém, nossas particularidades principalmente com relação à 
memória, aprendizagem, aspectos cognitivos em geral e nossa linguagem nos 
tornaram seres tão únicos, que o britânico paleontologista e anatomista Richard 
Owen (1804 – 1892) publicou, no ano seguinte à publicação de Darwin, seu 
livro que sugeria uma nova ordem para os humanos (que seria Bimana 
“aqueles com 2 mãos”) e uma nova subclasse (Archenchefala “cérebro 
dominante”) que o separava dos demais primatas (Clark e Squire, 2013). 
 No entanto, a idéia de Darwin ficou muito bem estabelecida na 
comunidade científica, e a partir do entendimento que possuímos descendência 
em comum com os macacos, tornou-se muito importante diferenciar 
anatomicamente e funcionalmente o cérebro de macacos com aqueles de 
animais de outras ordens e famílias a fim de elucidar as diferenças do 
funcionamento do sistema nervoso que nos proporcionam características tão 
refinadas e únicas. 
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Já está bastante estabelecido na literatura as mais evidentes diferenças 
anatômicas entre cérebros de primatas não-humanos e humanos, e destes 
com demais ordens, como os roedores (Finley et al., 2001; Pierce et al., 2013; 
Finlay et al., 2011; Clark et al.,2001). Porém, há relativamente poucos estudos 
que identificam diferenças bioquímicas ao nível celular desses cérebros de 
diferentes ordens ou famílias filogenéticas. 
Sabendo que tanto primatas como roedores expressam c-fos após crise 
epiléptica (Malhi et al.,2014; Mello et al.,1996; Morgan et al., 1987; Dragunow 
et al.,1987; Simler et al.,1994; Salle, 1988), este trabalho se propõe a traçar um 
perfil de expressão de c-fos por meio de estimulação com PTZ em ratos e 
macacos em diversas regiões do sistema nervoso central, afim de estipular as 
possíveis diferenças que possam haver entre as espécies. Além disso, 
buscamos identificar o período refratário de c-fos em ambas espécies, para 
especular se há também diferenças quanto ao período refratário de c-fos, o que 
possivelmente explicaria a dificuldade em se obter um modelo kindling em 
primatas. 
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1.2. Genes de expressão imediata no sistema nervoso central e c-fos: 
 
Os IEG (genes de expressão imediata) são expressos devido uma 
atividade sináptica de intensidade suficiente que pode induzir plasticidade 
sináptica a longo prazo. Quando há uma ativação neuronal, ocorre influxo de 
cálcio extracelular ou saída de cálcio do retículo endoplasmático, e este 
aumento intracelular de cálcio ativa segundo-mensageiros e proteína. Algumas 
proteína kinases (como por exemplo a proteína kinase A e kinase IV 
dependente de cálcio/calmodulina) regulam a expressão de genes nucleares a 
partir da  ativação de fatores de transcrição do núcleo (CREB e SRF), estes, 
por sua vez, se ligam em regiões promotoras de IEG (CREB/CRE e SRF/SRE) 
(Miyashita et al., 2008) 
Inicialmente foram mais amplamente estudados os IEG´s induzidos 
pelos fatores de transcrição (família jun, fos e zif 268). Basicamente estes 
genes regulam a expressão de outros genes de expressão tardia que possuem 
ampla função na manutenção, na neurotransmissão e na plasticidade celular. 
Outros IEG´s (Arc, BDNF, Narp, RGS-2, RheB, COX-2 e Homer 1a) codificam 
proteínas relacionadas ao crescimento celular (BDNF e Narp), sinalização 
intracelular (RGS-2, RheB e Homer 1a), modificação das sinapses e outras 
mudanças estruturais (Arc, Narp, BDNF, Homer 1a), metabolismo (COX-2) e 
homeostase sináptica (Arc e Homer 1a) (Miyashita et al., 2008). 
Essas alterações gênicas provocadas pela ativação das células 
neuronais sugerem uma modificação que pode ser permanente no fenótipo dos 
neurônios. Este fenômeno pode acontecer em decorrência de um estresse 
físico, dor, estimulo sensorial (patológico ou fisiológico), que resulta no 
aumento de expressão gênica imediata(IEG), e posteriormente, aumento da 
expressão gênica tardia (Zimmermann e Herdegen, 1994). 
Logo,os IEG´s tem o potencial de alterar a morfologia e a função da 
célula, tendo uma função complexa e fundamental no crescimento celular, 
mitose, diferenciação morfológica no organismo em desenvolvimento e 
maduro. Mudanças dos níveis de expressão de IEG’s, dentre eles c-fos, 
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resultam em plasticidade sináptica permanente ou provisória dos neurônios 
(Pérez-Cadahía et al.,2011; Zimmermann e Herdegen, 1994). 
Existem, ainda, genes de expressão imediata que funcionam como 
fatores de transcriçao como por exemplo o c-fos. Este gene codifica uma 
proteína nuclear c-Fos, e esta proteína se liga em uma sequencia de 
nucleotídeos regulatórios específicos de genes de expressão tardia. A ligação 
com elementos do DNA e a interação do mesmo com o RNAm nos permite 
dizer que c-Fos “ativa” a expressão de genes tardios. Além disso, c-Fos atua 
como fator transcripcional, juntamente com outros fatores transcripcionais 
constitutivos como CREB (Ca+/AMPc) e SRF (fator de resposta ao soro) porém 
só são ativados através de fosforilação (ver figura 1) (Herrera e Robertson, 
1996; Zimmermann e Herdegen, 1994). 
O proto-oncogene c-fos codifica uma fosfoproteína nuclear Fos, o c-Jun 
codifica uma proteína Jun. Ambas formam um complexo dimérico que exibe 
umasequência de DNA com sítios de ligação para o fator de transcrição da 
proteínaativadora 1 (AP-1), que seria a sequência 5_-ATGACTCAT-3 do DNA. 
Além da AP-1,O complexo reconhece também o elemento responsivo a AMPc 
(CRE). A família jun e asproteínas relacionadas à Fos fazem inúmeras 
combinações possíveis entre seusmembros, capazes de interagir com 
diferentes porções do genoma. A despolarizaçãoinduz c-Fos através de canais 
de cálcio (Ca+2) do tipo L voltagem-dependentes. Oreconhecimento de que a 
despolarização e a entrada do Ca+2 nas células modula aexpressão de genes 
imediatos são subsídios importantes que nos levam a estudar opadrão e os 
níveis de expressão de c-Fos após uma crise epiléptica (Silveira et al., 
2007;Herrera e Robertson, 1996; Morgan e Curran, 1992; Curran e Franza, 
1988). 
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A expressão de c-fos pode ser induzida por: fatores neurotróficos, 
neurotransmissores, despolarização e aumento do influxo e da concentração 
intracelular de cálcio no interior da célula. Com isso, durante uma crise 
epiléptica há intensa expressão de c-fos, tanto gene quando proteína, por meio 
do influxo exacerbado do íon no neurônio (Kovács, 1998). 
 
 
 
Figura 1: Representação das regiões reguladoras da expressão do gene c-fos. Os principais elementos 
reguladores são:  elemento responsivo a AMPc dependente de cácio (Ca/CRE), elemento de resposta 
ao soro (SRE), sítio de ligação da proteína ativadores 1 (AP-1RE) e elemento induzível sis (SIE). O 
fator de resposta ao soro (SRF), o fator de complexo ternário (TCF/Elk-1) e o CREB são alvos de 
diferentes sistemas de transdução de sinais incluindo a proteína kinase A e C (PKA e PKC), cinases 
dependentes de cácio/calmodulina (CAM-Kinase IV) e cinases ativadas por mitogênio (MAP-kinases). 
Note que fatores de crescimentos (PDGF/IF e GF) receptores NMDA (NMDA-rec) e canais de cálcio 
sensitivos à voltagem (VSCC) e a formação do dímero FOS/JUN são capazes de ativar esses sistemas 
de transdução de sinais culminando em expressão do gene c-fos. (figura adaptada de Kovács, 1998) 
Mecanismos de indução do gene c-fos na 
célula 
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1.3.  Distribuição anatômica de c-fos: 
 
O primeiro estudo de imunohistoquímica para c-Fos foi realizado em 
1987 por Dragunow et al., sendo encontradas presença do gene nos neurônios 
piramidais hipocampais,nas células granuladas do giro denteado e no córtex 
cerebral.O padrão de estimulação naquele estudo pioneiro foi o 
pentilenotetrazol e a consequente indução de crises convulsivas.  Já em 1988 
foram descritas de forma mais detalhada nas regiões CA1 e CA3 do 
hipocampo, células de Purkinje, amígdala, estriado e córtex piriforme. Com a 
utilização de PTZ, em 1987 os pesquisadores Dragunow et al., Robertson e 
Morgan et al. evidenciaram RNAm e proteína c-Fos em diversas regiões do 
sistema nervoso central. Kovácz, 1998 mostrou as áreas encefálicas que 
expressam c-Fos após variados estímulos de stress em animais (ver figura 2) 
De acordo com Morgan et al. (1987), não somente a proteína c-Fos é 
aumentada após o estímulo, como também a expressão de uma classe 
genérica que foi denominada de antígenos relacionado à Fos (FRAS, do ingles 
Fos Related Antigens), que permanecem expressivos por até 17h após 
administração de PTZ (pentilenotetrazol). 
Não só em camundongos como também em ratos foi estabelecido a 
expressão de c-Fos na camada III e na camada IV do córtex cerebral, 
amígdala, CA1, CA3 e giro denteado (Bisler et al., 2002; Erdtmann-Vourliotis et 
al., 1998). 
Em ratos desidratados, pôde-se observar um padrão de expressão de 
RNAmc-Fos no núcleo paraventricular, que se apresentou aumentado após 6h 
da privação de água (Silveira et al., 2007).Em um outro estudo, quando 
expostos a luz após um determinado período na escuridão, os animais 
apresentaram aumento da expressão de c-Fos no córtex visual (Chaudihuri et 
al.,2000). 
Kazi et al., 2003 realizou análise dos níveis de c-Fos nos núcleos 
habenulares laterais de primatas que foram enucleados, e observou aumento 
da expressão de c-Fos bilateralmente após 1h. 
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Outras pesquisas apontaram os locais que apresentaram maior 
expressão de c-Fos após administração de anfetamina em duas espécies de 
primatas, os saguis e macaco cynomolgos. Nesses trabalhos evidenciou-se 
expressão de c-Fos principalmente na porção medial do núcleo caudado, 
tálamo, região supramamilar, núcleo accumbens e borda ventricular do estriado 
(Asin et al.,1996; Svenningsson et al.,2000). 
Dentre as várias regiões que expressam c-Fos acima mencionados, o 
giro cingulado, o córtex motor primário e o córtex piriforme foram as regiões 
avaliadas neste presente trabalho pela fácil localização e delimitação das 
regiões sem grandes riscos de contagem de células erroneamente em regiões 
adjacentes. Além disso, foram as três regiões mais fortemente marcadas dos 
grupos que apresentaram crise convulsiva. 
 
 
Figura 2: Expressão de c-Fos em regiões do encéfalo (coluda à esquerda) a partir de diversos estímulos 
(repressão, imobilização, choque na pata, natação, labirinto, sopro de ar, agressão, medo, estímulo 
auditivo, dor, osmótica por meio de injeção intraperitoneal de salina hipertônica, IL-1 e 
lipopolisacarídeo)(figura adaptada de Kovács, 1998) 
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1.4. Epilepsia e modelos de animais epilépticos: 
 
O termo “epilepsia” foi referido pela primeira vez na Grécia antiga, com o 
significado de “ser tomado, atacado, possuído” fazendo acepção ao que 
acontece durante uma crise epiléptica. Assim, durante a idade média os 
indivíduos eram considerados loucos, hereges ou possuídos por entidades 
diabólicas (Fernandes, 2013). 
Em meio a tanto preconceito e misticismo, Hipócrates e Galeno, há 400 
a.C. e 175 d. C respectivamente, deduziram que a epilepsia fosse uma 
condição decorrente de anomalias no cérebro. No entanto, só efetivamente 
passou a ser considerada uma doença de origem cerebral no século XIX 
através de estudos de John Hughlings Jackson, um neurologista britânico que 
propôs uma base anatômica e fisiológica organizada para as funções cerebrais 
(Fernandes,2013). 
A Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE) define crise epiléptica como 
“ocorrência temporária de sinais e sintomas devido à sincronia excessiva e 
anormal dos neurônios no cérebro. Essas crises refletem a atividade elétrica 
anormal e paroxística causadas por inúmeras patologias estruturais ou 
neuroquímicas. Entretanto, apresentar crise epiléptica não é o mesmo que ter 
epilepsia. Dizemos que um indivíduo tem epilepsia somente quando há 
anormalidade ictogênica persistente do cérebro implicando em crises 
recorrentes e espontâneas. Pois um indivíduo sem epilepsia pode apresentar 
crise epiléptica em resposta a um insulto transitório no cérebro ou a perda de 
homeostase (Gitai et al., 2008). 
Esta propriedade de “cérebro epiléptico”, ou seja, àqueles onde ocorre 
ictogênese intrínseca, não necessita de qualquer estímulo ou alteração para 
que ocorram as crises, pois, as crises são frutos de alterações endógenas sem 
necessidade de qualquer evento agudo. Daí a importância de se buscar 
entender como ocorre esse processo epileptogênico (e ictogênico) e que genes 
e proteínas estariam envolvidos nesse processo (Gitai et al., 2008). 
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Na epilepsia existem duas categorias etiológicas básicas: a) distúrbio 
epileptogênico específico (trauma, infecção, neoplasia, malformação vascular e 
congênita, mutações e aberrações cromossômicas) que gera epilepsia em 
indivíduos susceptíveis; b) fatores precipitantes como perturbação endógena 
ou exógena que provocam crises agudas em determinados períodos de tempo 
(Fernandes, 2013). 
A epilepsia tanto focal como generalizada pode ser classificada em 
sintomática, idiopática e provavelmente sintomática. Na epilepsia sintomática 
há detecção de lesões anatômicas ou histológicas, porém quando não é 
possível detecção dos sintomas primários da epilepsia sintomática, esta é 
classificada como provavelmente sintomática. Quando não se atribui ao 
processo epileptogênico qualquer insulto endógeno ou exógeno é 
caracterizado como epilepsia idiopática. Hoje já se sabe que a maioria das 
epilepsias idiopáticas acontece em decorrência de alterações genéticas 
(Mcnamara et al., 1984). 
A epilepsia pode ser classificada também de acordo com sua localização 
podendo ser: focais (início em uma região restrita do cérebro) e generalizadas 
(quando as descargas se originam em regiões de ambos os hemisférios). As 
crises focais podem ser simples (quando há consciência durante a crise 
epiléptica, ou ictus) e complexa (quando há perda de consciência durante o 
ictus) (Fernandes,2013). 
Existem mais de 20 drogas antiepilépticas no mercado para tratamento 
da população. No entanto, estima-se que 30% das 50 milhões de pessoas que 
sofrem de epilepsia são refratárias ao tratamento farmacológico, o que 
impulsiona muitos estudos a respeito desta desordem (WHO, 2010). 
A fim de entender melhor a fisiopatologia e as peculiaridades da 
epilepsia, foram criados vários modelos de experimentação em diversos 
animais como: roedores (rato, camundongo, cobaia, proechymis e gerbilo), 
insetos (drosófila), primatas (macaca, saguis, papio), aves (gallus) etc. 
(Loscher,2011). Esses modelos podem ser estabelecidos in vivo, por meio de 
agentes químicos e físicos, e in vitro, utilizando-se de fatias de tecido, cultura 
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de células ou células dispersas em combinação com os mesmos agentes 
químicos e físicos acima mencionados (Fernandes, 2013; Losher, 2011). 
Modelos químicos de epilepsia sintomática podem ser feitos com 
pilocarpina, picrotoxina,ácido caínico, pentilenotetrazol, penicilina, ouabaína, 
bicuculina, substâncias colinomiméticas, hidrazinas e insulina. Utilização de 
neurotoxinas como ibotênico, congelamento, óxido hiperbárico e por meio de 
estimulação elétrica como a técnica de abrasamento/Kindling e eletrochoque. 
Além disso, existem modelos com predisposição genética como por exemplo 
crise audiogênica em camundongos e fotossensibilidade genética (Mello et al., 
1986; Tunski et al.,1983; Ben-Ari et al., 1979). 
O modelo empregado neste trabalho foi por meio do agente químico 
pentilenotetrazol, considerado um antagonista GABAergico. Receptores GABAa 
são predominantemente inibitórios no sistema nervoso central de vertebrados. 
Quando ativados, promovem a abertura de canais de cloreto e influxo do íon no 
interior do neurônio, desencadeando hiperpolarização neuronal. Já se sabe que 
o PTZ age nesses canais diminuindo o influxo de cloreto, impedindo ou 
minimizando a influência das aferências inibitórias no sistema nervoso. Como a 
homeostase do sistema nervoso depende de circuitos excitatórios e inibitórios, 
o desequilíbrio provocado por doses altas de PTZ causa ativação exacerbada e 
anômala dos neurônios clinicamente manifestado pela crise convulsiva (Huang 
et al.,2001). 
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1.5. Objetivos: 
 
 
 Mapear o padrão de expressão de RNAm e proteínac-fos em 
ratos e macacos após crise convulsiva induzida por meio do 
agente químico pentilenotetrazol 
 
 Comparar as diferenças e semelhanças no padrão de expressão 
do RNAm e da proteína c-fos entre ratos e macacos 
 
 Mapear o período refratário da expressão de RNAm e da proteína 
c-fos em ratos e macacosapós crise convulsiva induzida por meio 
do agente químico pentilenotetrazol 
 
 Comparar as diferenças e semelhanças do período refratário da 
expressão do RNAm e da proteína c-fos entre ratos e macacos 
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2. Materiais e métodos: 
 
2.1.  Animais: 
Foram utilizados 50 saguis (Callithrix jacchus) machos e fêmeas 
pesando entre 250 e 400 g,provenientes do Departamento de Áreas Verdes 
(DEPAVE) e de outras entidades oficialmente registradas no  IBAMA e 55 ratos 
(Rattos norvegicus da cepa Wistar) também de ambos os gêneros, pesando 
entre 150 e400 g provenientes do CEDEME (criadouro científico da 
EPM/UNIFESP). A proporção macho e fêmea foram controlados de forma a 
manter as mesmas proporções de gênero em todos os grupos. Os saguis 
foram alimentados em dois períodos diários; no primeiro período com frutas 
diversas (banana, maçã, e duas frutas da época) e no segundo período com 
ração e suplemento de ovo, atum ou queijo. Os ratos foram alimentados ad 
libitum com ração (Nuvilab®). Todos os animais foram mantidos em grupos, em 
condições controladas de temperatura (25±2°C), em ciclo claro-escuro de 12 h, 
com início do ciclo as 7:00h, tendo livre acesso a água. Os protocolos utilizados 
foram aprovados pelo Comitê de Uso Ético e Cuidado dos Animais da 
UNIFESP (CEP nº 0175/12 ver anexo A) e pelo Ministério do Meio Ambiente 
(ver anexo B). 
 
2.2. Grupos 
Os animais foram divididos em grupos (n=4 por grupo) conforme o 
tempo após a administração de PTZ. O experimento 1 baseia-se em dados da 
literatura que apontam que 1h após a administração do PTZ é que ocorrem os 
maiores níveis de ativação da proteína c-Fos no encéfalo de ratos e 
camundongos (Bisler et al., 2002; Chaudihuri et al.., 2000; Morgan et al., 
1987).Nesse sentido buscamos obter dados que possibilitem a construção de 
um gráfico representando o início e fim da ativação de c-Fos no encéfalo 
desses roedores, e assim um melhor entendimento da resposta fisiológica 
quando da administração do PTZ. Paralelamente o PTZ foi administrado nos 
saguis com o mesmo objetivo de entendimento buscado nos roedores. A 
definição dos diferentes tempos nos grupos de sagüis quando comparados aos 
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ratos deveu-se a evidencias obtidas em estudos piloto. Adicionalmente grupos 
controles foram avaliados.  Oexperimento 2identifica o período refratário da 
expressão de c-Fos em ratos e saguis. 
2.2.1. Experimento 1: 
 
Com relação aos ratos, obtivemos os seguintes grupos:  
 Grupo controle: Ratos brancos, correspondendo àqueles animais 
anestesiados e sacrificados sem administração de qualquer veículo/droga, 
exceto anestésicos; 
 Grupo Salina: Ratos salina 1h, correspondendo aos animais que 
receberam salina e após uma hora foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 0,5h: Ratos que receberam PTZ e 30 minutos após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 1h: Ratos que receberam PTZ e 1 hora após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 2h: Ratos que receberam PTZ e 2 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 3h: Ratos que receberam PTZ e 3 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 6h: Ratos que receberam PTZ e 6 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados. 
 
Os animais que receberam PTZ e não apresentaram crise convulsiva 
foram eliminados dos grupos e substituídos por outros animais, 15 ratos e 10 
saguis foram substituídos. Em respeito às normas do comitê de ética em 
pesquisa com animais e visando utilizar o menor número possível de amostras, 
excluímos o grupo salina em macacos em vista do mesmo não apresentar 
diferenças estatisticamente significantes do grupo controle (experimentos 
pilotos não descritos neste trabalho). 
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Com relação aos macacos, obtivemos os seguintes grupos: 
 Grupo controle: Macaco branco, correspondendo àqueles animais 
anestesiados e sacrificados sem administração de qualquer 
veículo/droga exceto anestésicos; 
 Grupo PTZ 0,5h: Macacos que receberam PTZ e 30 minutos após a 
crise convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 1h: Macacos que receberam PTZ e 1 hora após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 3h: Macacos que receberam PTZ e 3 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 6h: Macacos que receberam PTZ e 6 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 9h: Macacos que receberam PTZ e 9 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 12h: Macacos que receberam PTZ e 12 horas após a crise 
convulsiva foram sacrificados. 
 
2.2.2. Experimento 2: 
 
Na segunda etapa dos experimentos, foram feitos 3 grupos de ratos e 
outros 3 grupos de macacos (ver figura 3) a fim de identificar o período 
refratário de expressão de mRNA e proteína c-Fos. Para tanto buscamos 
induzir uma segunda crise, por uma segunda dose de PTZ, no momento em 
que havíamos observado os maiores níveis de expressão (em ratos: 1h 
após a crise e em macacos: 3h após a crise). Como o padrão de expressão 
dos animais foram distintos no experimento 1, consequentemente 
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trabalhamos com grupos diferentes de ratos e macacos para o mapeamento 
do período refratário, são eles: 
 
Em ratos: 
 Grupo PTZ 1h/1h: Ratos que receberam PTZ, 1h após a crise foram 
novamente submetidos à nova administração de PTZ e 1h após a 
segunda crise foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 3h/1h: Ratos que receberam PTZ, 3h após a crise foram 
novamente submetidos à nova administração de PTZ e 1h após a 
segunda crise foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 6h/1h: Ratos que receberam PTZ, 6h após a crise foram 
novamente submetidos à nova administração de PTZ e 1h após a 
segunda crise foram sacrificados. 
 
Em macacos: 
 
 Grupo PTZ 3h/3h: Macacos que receberam PTZ, 3h após a crise foram 
novamente submetidos à nova administração de PTZ e 3h após a 
segunda crise foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 6h/3h: Macacos que receberam PTZ, 6h após a crise foram 
novamente submetidos à nova administração de PTZ e 3h após a 
segunda crise foram sacrificados; 
 Grupo PTZ 12h/3h: Macacos que receberam PTZ, 12h após a crise 
foram novamente submetidos à nova administração de PTZ e 3h após a 
segunda crise foram sacrificados.
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PTZ 3h/3h: 2ª aplicação 3h após a crise 
PTZ 6h/3h: 2ª aplicação 6h após a crise 
PTZ 12h/3h: 2ª aplicação 12h após a crise 
 
 
PTZ 1h/1h: 2ª aplicação 1h após a crise 
PTZ 3h/1h: 2ª aplicação 3h após a crise 
PTZ 6h/1h: 2ª aplicação 6h após a crise 
 
 
Figura 3: Desenho esquemático dos grupos do experimento 2 que visa à padronização do período 
refratário de c-Fos. A aplicação da segunda dose de PTZ ocorreu; quando os níveis da proteína estavam 
em seu pico máximo, quando os níveis de c-Fos estavam retornando aos níveis basais e quando 
finalmente retornavam aos níveis basais (momentos padronizados no experimento 1) e foram 
sacrificados em momentos em que os níveis da proteína deveriam estar em seu pico. 
 
Eutanásia após 
3h da 2ª crise em 
todos os grupos 
 
 
Eutanásia após 
1h da 2ª crise em 
todos os grupos 
 
 
crise 
crise 
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2.3. Administração de PTZ e salina: 
 
Os animais foram submetidos às injeções intraperitoneais de PTZ 
(50mg/kg em ratos e macacos) ou salina e sacrificados nos intervalos do grupo 
a que pertencem. A contabilização dos intervalos teve início no momento que o 
animal iniciou a crise convulsiva.  
Neste trabalho, foi considerada crise convulsiva apenas aqueles em que 
o animal que atingiu o estágio V da escala de Racine (1972),caracterizada por 
clonia generalizada de membros com perda postural, podendo a crise estar 
acompanhada dos sintomas clínicos dos demais estágios da escala (ver escala 
completa abaixo). Essa determinação foi feita a fim de evitar eventuais 
discrepâncias da expressão de c-fos em animais que atingissem somente os 
primeiros estágios comparativamente a animais que atingissem o último 
estágio. Segue abaixo a escala completa:  
 Estágio I: Automatismos faciais;  
 Estágio II: Movimentos faciais e clonia de cabeça;  
 Estágio III: Clonia dos membros superiores;  
 Estágio IV: Elevação do tronco, elevação da cauda (straub);  
 Estágio V: Clonia generalizada com perda postural  
 
2.4. Processamento dos tecidos: 
 
Todos os animais foram anestesiados com cetamina (60mg/kg do 
animal) e xilazina (15mg/kg do animal) via intraperitoneal e posteriormente, 
quando profundamente anestesiados, decapitados. Por meio da craniotomia 
todo o conteúdo encefálico foi retirado. O hemisfério direito foi imediatamente 
colocado em um eppendorf de 2mL e imerso em nitrogênio líquido, sendo 
posteriormente esses eppendorfs guardados sob refrigeração -80°C até sua 
19 
 
 
retirada para análise das amostras por meio de procedimentos da biologia 
molecular.  
O hemisfério esquerdo foi colocado em eppendorfs (30mL) contendo 
solução paraformaldeído 4% em PBS 0,01M, pH 7,2, a 4ºC durante 5 dias e 
posteriormente desidratados por 2 dias ou mais em solução sacarose 30% em 
PBS 0,01M, pH 7,2 a 4°C para posterior análise imuno-histoquímica para c-
Fos. A escolha de se estudar o hemisfério inteiro, e não áreas específicas, foi 
com a finalidade de se entender um padrão generalizado da expressão de c-
Fos em todas as regiões. Pois o objetivo é saber se há diferença desse padrão 
generalizado com o padrão em ratos. 
 
2.5. Análise por meio da imuno-histoquímica: 
 
Após fixação e desidratação dos hemisférios esquerdos, os encéfalos 
foram seccionados no criostato, em cortes coronais de 30µm de espessura e 
acondicionados em solução anticongelante (anti-freezing) até o dia do 
processamento para imuno-histoquímica segundo protocolo de Szyndler e 
colaboradores (2009). Os cortes foram lavados 2 x 15 min em PBS a 0,01M 
(pH. 7,4), incubados em 3% de peróxido de hidrogênio (H2O2) por 30 min e 
novamente lavados em PBS.  
Subsequentemente os cortes foram banhados com 1% de soro normal 
de cabra e 0,3 % de triton x-100 por 2 h e incubados com anticorpo primário c-
Fos (rabbit polyclonal ab-5 Calbiochem) na concentração de 1:5000 por 24h. 
Foram novamente lavados com PBS e incubados com anticorpo secundário 
biotinilado na diluição de 1:200 (anti-coelho feito em cabra, Vector), 0,5% de 
soro normal de cabra e 0,3% de triton x-100 por 2 h em temperatura ambiente. 
Os cortes foram tratados com solução do kit ABC (complexo avidina-biotina, 
Vector, 1:100) por 90 min e o produto da reação foi intensificado com 
diaminobenzidina. Os cortes foram montados em lâminas para avaliação 
histológica das regiões: Giro cingulado, córtex piriforme e córtex motor 
primário. 
 
20 
 
 
2.6. Análise por meio da biologia molecular: 
 
Os hemisférios direitos foram retirados da refrigeração -80°C e 
homogeneizados em solução TRIzol® Reagent (Invitrogen) (2mL para ratos, 
7mL para saguis) com auxílio de homogeneizador de mão ULTRA80 (Ultra 
Stirrer) com haste 10mm. Foi adicionado Clorofórmio (Merck) à solução 
homogeneizada( 200μL para 1mL de trizol) e separada em 3 fases por meio de 
centrifugação à 12.000 rcf ou G por 15 min a 4ºC (centrífuga modelo 5410 
Eppendorf, Hamburg, Alemanha).  
A fase sobrenadante aquosa foi separada e adicionada isopropanol 
(Merk) na proporção de 500μL para 1mL de trizol, posteriormente guardado em 
freezer -20°C overnight. No dia seguinte, o isopropanol foi descartado e 
adicionado 500 μL de etanol 100% (Merck). O etanol adicionado para 
purificação do RNA, após centrifugação (12.000 rcf ou G por 15 min a 4ºC), foi 
descartado. O eppendorf contendo a amostra permaneceu em temperatura 
ambiente (22°C) durante 12h ou até total evaporação do álcool para que o 
pellet de RNA fosse purificado.  
Em seguida o RNA purificado foi ressuspenso em 202 μL de água estéril 
a 60°C, e 2 μL dessa solução foram utilizados para quantificação no 
espectrofotômetro (ND-1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA) 
para posterior síntese do cDNA. 
 
2.7. Síntese do RNA complementar: 
 
Após a quantificação, 2 μg do RNA total foram utilizados para a síntese 
da fita de DNA complementar. A este RNA foram adicionados 1 μL de 
Oligo(dT)15 Primer (Promega, Madison, WI, EUA), e H2O livre de RNase até 
completar volume de 5 μL. Essa mistura foi incubada por 5 min a 70°C seguido 
por 5 min a 4°C. Após esse período de incubação, foram adicionados às 
amostras 0,5 μL de RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega), 1,0 μL de 
desoxinucleotídeo trifosfato 10 mM (dNTP Promega), 1,0 μL de ImProm-II 
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Reverse Transcription System (Promega), 4,0 μL do tampão da enzima, 2,4 μL 
de MgCl2 25 mM e 6,1 μL de H2O livre de RNase. As condições de 
amplificação utilizadas em termociclador (Eppendorf) foram: 25 °C por 5 min, 
42 °C por 60 min, 70 °C por 15 min. Após a síntese, o cDNA as amostras foram 
armazenadas a -20 °C. Para verificar a eficiência da RT-PCR, foi realizada uma 
reação de PCR convencional para amplificação do gene c-fos, sendo as 
condições da reação: 7 μL de H2O DNase free, 1 μL de cada primer (forward 5’ 
ACGGAGAATCCGAAGGGAAAGGAA 3’ e reverse 5’ 
TCTGCAACGCAGACTTCTCGTCTT 3’ para ratos e forward 5’ 
GCCGAGCACAGAGCATT 3’ e reverse 5’ AGGGAAAGGAATAAGATGGCTG 
3’ para macacos), 10 μL PCR Master Mix e 1 μL de cDNA. As condições de 
amplificação foram: 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 92 °C por 1 min, 
55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, finalizando com 1 ciclo a 72 °C por 5 min. As 
amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,5 % em 
tampão TAE 1X (tris-acetato-EDTA – tris-acetato 0,04 M e EDTA 0,001 M). No 
gel de agarose foram aplicados 5 μL do produto de PCR juntamente com 1 μL 
de loading dye (LGC) e 1 μL de RED. A corrida foi realizada a 70 V por 45 min. 
 
2.8.  Reação em Cadeia em Polimerase em tempo real (PCR – real time): 
 
Utilizando o RNA extraído do hemisfério direito dos ratos e saguis 
fizemos análise para a transcrição gênica de c-fos e do gene endógeno hprt 
(sequencias na tabela 1). 
 
Gene Rato Macaco 
hprt forward  
5’ CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC 
3’reverse 
5’ GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 3’ 
forward  
5’ GGTGTTCATTCCTCATGGACTA 
3´reverse  
5’ CATCACATTGTAGCCCTCTGT 3’ 
c-fos forward  
5’ ACGGAGAATCCGAAGGGAAAGGAA 
3’reverse  
5’ TCTGCAACGCAGACTTCTCGTCTT 3’ 
Forward 
5’ GCCGAGCACAGAGCATT 3’ 
reverse  
5’ AGGGAAAGGAATAAGATGGCTG 3’ 
 
 
 
 
Tabela 1: Sequências dos primers utilizados no PCR-realtimeem ratos e macacos 
22 
 
 
A reação de qPCR foi realizada utilizando Brilliant® II SYBR® Green 
QPCR Master Mix (Stratagene, La Jolla, CA, EUA) em termociclador 
Stratagene Mx3000P QPCR System (Stratagene). Para cada reação, 400ng de 
cDNA foram adicionados a 10 μL de SYBR®-Green, 1 μL do primer sense 
(0,5μM, concentração final), 1 μL do primer anti-sense (0,5 μM, concentração 
final), 0,3 μL de DyeROX (diluído 1:500) e água livre de RNAses para 
completar um volume final de 20 μL. Todas as reações foram realizadas em 
triplicata. O ciclo das reações consistiu de: ativação a 95 ºC por 10 min e 40 
ciclos de 95 ºC por 15 seg, 60 ºC por 1min e 72 ºC por 45 seg.  
A partir das curvas de amplificação geradas foi determinado o número 
de ciclos que passam pelo limiar Ct (Cycle Threshold), no qual todas as 
amostras podem ser comparadas. Com esses valores, foi empregado o método 
de quantificação relativo em tempo real, no qual os resultados obtidos com a 
análise dos genes de interesse foram comparados com o gene endógeno 
HPRT. Dessa maneira, níveis arbitrários de mRNA foram expressos como uma 
diferença de “n” vezes em relação ao calibrador (grupo controle). A expressão 
relativa dos genes foi calculada utilizando o método 2–ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 
2001) que é um método de comparação dos Cts a partir do pressuposto de que 
as eficiências de amplificação do gene em estudo e do normalizador são 
aproximadas, com duplicação de seu produto a cada ciclo, onde: 1. Ct: indica o 
número do ciclo no qual a quantidade do gene alvo amplificado alcança um 
limiar fixo; quanto menor o valor numérico de Ct, mais rapidamente foi atingido 
o número de cópias estabelecido; 2. ΔCt: normalização com um gene de 
expressão constitutiva; é obtido pela diferença entre o Ct do gene alvo e o Ct 
do gene endógeno para cada amostra; 3. ΔΔCt: média do ΔCt do grupo 
controle - ΔCt de cada gene para cada amostra. 
 
2.9.  Análise estatística: 
 
A contagem histológica das células expressando a proteína c-Fos nas 
regiões encefálicas de interesse, foi realizada com auxílio do programa 
ImageJ® 1.45s (National Institutes of Health USA). A análise dos dados foi feita 
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com o software StatView® for Windows 1992-1998 versão 5.0.1. Comparações 
entre os dados foram feitas por ANOVA seguido pelo teste Fisher. O nível de 
significância estatística estabelecido foi P<0,05 e P<0,001. 
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3. Resultados: 
 
Durante avaliação da imuno-histoquímica, a marcação com c-Fos gerou 
um padrão que incluía células coradas com diferentes tons indo desde o 
marrom claro até um preto intenso. Em todo o córtex cerebral tanto dos ratos 
quanto dos macacos observou-se predominância de células marcadas em 
preto intenso, imediatamente justapostas enquanto que em regiões subcorticais 
predominaram células amarronzadas e espaçadas umas das outras. As células 
coradas distribuíam-se em diferentes áreas encefálicas como: toda a extensão 
do córtex cerebral (exceto camada I), córtex cerebelar, estriado, bulbo olfatório 
e giro denteado do hipocampo. 
Em relação às áreas avaliadas, observou-se a predominância de 
marcação de células em preto intenso e em clusters no córtex piriforme de 
ratos. Em termos quantitativos, houve maior marcação de células em ratos 
comparativamente aos macacos. Para quantificação conforme exposto nas 
próximas tabelas e gráficos, foram contadas apenas aquelas células coradas 
em preto intenso, arredondadas com delimitação precisa de suas bordas. 
 
3.1. O padrão de expressão de c-Fos em ratos: 
 
Como já esperado, baseado em dados da literatura, o aumento da 
expressão de c-Fos nos roedores teve seu início em 0,5h após a crise induzida 
por PTZ. A expressão máxima foi observada em 1 e 2 h após a crise, 
retornando aos seus valores basais (valores equivalente ao encontrado no 
grupo controle) após 6 h da crise. Esse padrão é observado em todas as 
regiões contadas nos cortes histológicos (ver figura 4, 5e 6; ver gráfico 1, 2 e 
3). Quanto à expressão de RNA mensageiro mensurado por meio do PCR em 
tempo real (ver gráfico 4), os níveis de RNAm tiveram seu ápice em 0,5h após 
a crise, retornando aos seus valores basais após 6 h. 
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Gráfico 1: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas 
no giro cingulado de ratos. Observa-se diferença estatisticamente 
significante entre o grupo controle e todos os grupos exceto o grupo PTZ 
6h e salina 1h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,000,1comparado com o grupo controle (ANOVA seguido por 
testepost hoc Fisher) 
** 
** 
** 
** 
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Figura 4: Fotomicrografia do giro cingulado de ratos, onde são representados 
os grupos salina 1h, controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. 
Evidencia-se o pico do aumento da expressão da proteína no período de 1h 
após a crise bem como seu o retorno aos níveis basais após 6 h. Escala de 
barra 100µm. 
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Um padrão geral de expressão de proteína c-Fos pôde ser caracterizado 
a partir de dados da imuno-histoquímica no córtex piriforme, giro cingulado e 
córtex motor. Em geral, o padrão de expressão entre essas diferentes regiões 
foram equivalentes com algumas peculiaridades de cada região (como por 
exemplo o pico de expressão de c-Fos que atingiu seu ápice em 1h após a 
crise no giro cingulado e igualmente em 1h mas mantendo-se elevado por 2h 
nas demais regiões). De uma forma qualitativa pôde-se observar que esta 
equivalência não se limita apenas as três regiões, e sim de uma forma geral 
das estruturas corticais e subcorticais do encéfalo possivelmente em 
decorrência da ativação generalizada e inespecífica causada pela crise 
epiléptica. 
 
 
O padrão de expressão da proteína c-Fos no córtex 
piriforme de ratos 
** 
** 
** 
** 
Gráfico 2: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas 
no córtex pirirforme de ratos. Observa-se diferença estatisticamente 
significante entre o grupo controle e todos os grupos exceto o grupo PTZ 
6h e salina 1h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001comparado com o grupo controle (ANOVA seguido por teste 
post hoc Fisher) 
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Figura 5: Fotomicrografia do córtex pirirforme de ratos, onde são representados os 
grupos salina 1h, controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Evidencia-
se aumento da expressão da proteína no período de 0,5h à 3h após a crise bem 
como seu o retorno aos níveis basais após 6 h. Escala de barra 100µm. 
PTZ 0,5h 
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 O padrão de expressão de mRNA, analisado nos hemisférios encefálicos 
dos roedores, mostra maior expressão de c-fos 0,5h após a administração de 
PTZ.  Geralmente o aumento da expressão de um gene corresponde ao 
aumento da expressão de proteínas codificadas pelo mesmo gene, o que 
explica o aumento da expressão gênica de c-fos 0,5h após a crise, culminando 
em níveis proteicos máximos de c-Fos 1h após a crise. No entanto, 3 h após a 
crise os níveis de RNAm decrescem, retornando aos níveis basais após 6h (ver 
gráfico 4). 
 
 
 
O padrão de expressão da proteína c-Fos no córtex  
motor de ratos 
** 
** 
** 
* 
Gráfico 3: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas 
no córtex motor de ratos. Observa-se diferença estatisticamente significante 
entre o grupo controle e todos os grupos exceto o grupo PTZ 6h e salina 1h 
(densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001 P< 0,05, comparado com o grupo controle (ANOVA seguido por 
testepost hoc Fisher) 
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Figura 6: Fotomicrografia do córtex motor de ratos, onde são representados os 
grupos salina 1h, controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. 
Evidencia-se aumento da expressão da proteína no período de 0,5h à 3h após a 
crise bem como seu o retorno aos níveis basais após 6 h. Escala de barra 100µm. 
O padrão de expressão da proteína c-Fos no Córtex 
Motor de Ratos 
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Gráfico 4: Padrão de expressão gênica no hemisfério direito de ratos 
Wistar 0,5h, 1h, 3h e 6h após crise induzida por pentilenotetrazol(PTZ). Os 
níveis maiores de RNAm ocorrem 0,5h após a crise, retornando aos níveis 
basais após 6 h. Não houve diferença estatística entre controle e 6h. 
p < 0,05 ANOVA seguido por teste post hoc Fisher. 
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3.2. O padrão de expressão de c-Fos em macacos: 
Com relação ao padrão de expressão de c-Fos nos macacos, nós 
obtivemos um padrão mais duradouro e um pico de expressão tardio em 
relação aos ratos. No entanto, tanto ratos quanto macacos apresentaram níveis 
suprabasais já em 0,5h após a crise. O pico de expressão nos macacos se deu 
no período de 1h à 3h no giro cingulado e córtex piriforme e em 3h no córtex 
motor, retornando aos níveis basais em 12h no giro cingulado e em 9h no 
córtex piriforme e motor (ver gráficos 5, 6, 7 e figuras 7, 8 e 9). 
Nota-se, portanto, que diferentemente dos roedores, há uma maior 
especificidade do padrão de expressão de c-Fos nas áreas avaliadas, 
evidenciado por meio dos diferentes padrões de expressão entre as regiões no 
macaco e os padrões de expressão similares entre as regiões nos ratos, o que 
permite especular uma maior complexidade das integrações e processos 
bioquímicos mediados por c-Fos em primatas (ver gráfico 8e 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 5: Representação gráfica da densidade de células c-Fos 
positivas no giro cingulado de macacos. Observa-se diferença 
estatisticamente significante entre o grupo controle e todos os grupos 
exceto o grupo PTZ 12h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, *P<0,05, comparado com o grupo controle (ANOVA 
seguido por testepost hoc Fisher) 
** 
** ** 
* * 
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Figura 7: Fotomicrografia do Giro Cingulado de Macacos, onde são 
representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 3h, PTZ 6h, PTZ 9h. 
Evidencia-se aumento da expressão da proteína no período de 0,5 h até 9h. 
Escala de barra 100µm. 
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Gráfico 6: Representação gráfica da densidade de células c-Fos 
positivas no córtex piriforme de macacos. Observa-se diferença 
estatisticamente significante entre o grupo controle e todos os grupos 
exceto o grupo PTZ 9h e12h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, *P<0,05 comparado com o grupo controle (ANOVA 
seguido por testepost hoc Fisher) 
** 
** ** 
* 
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Figura 8: Fotomicrografia do córtex piriforme de Macacos, onde são representados 
os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 3h, PTZ 6h, PTZ 9h. Evidencia-se 
aumento da expressão da proteína no período de 0,5 h até 6h, retornando aos 
níveis basais em 9h. Escala de barra 100µm. 
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** 
Gráfico 7: Representação gráfica da densidade de células c-Fos 
positivas no córtex motor de macacos. Observa-se diferença 
estatisticamente significante entre o grupo controle e todos os grupos 
exceto o grupo PTZ 9h e12h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, *P<0,05, comparado com o grupo controle (ANOVA 
seguido por testepost hoc Fisher) 
* 
** 
* 
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Figura 9: Fotomicrografia do córtex motor de Macacos, onde são representados 
os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 3h, PTZ 6h, PTZ 9h. Evidencia-se 
aumento da expressão da proteína no período de 0,5 h até 3h, retornando aos 
níveis basais em 6h. Escala de barra 100µm. 
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Gráfico 8: Gráfico do padrão de expressão da proteína c-Fos no giro cingulado, córtex piriforme e motor 
em macacos. Nota-se um padrão de expressão região-dependente, evidenciado por um pico de expressão 
no giro cingulado e córtex piriforme no período de 1 à 3 horas, enquanto que no córtex motor o pico 
acontece somente em 3h. Retorno aos níveis basais em 12h no giro cingulado, 9h no córtex piriforme e 6h 
no córtex motor. 
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Gráfico 9: Gráfico do padrão de expressão da proteína c-Fos no giro cingulado, córtex piriforme e motor 
em ratos. Nota-se um padrão de expressão similar em todas as regiões, com pico de expressão no período 
de 1 à 2h e retorno aos níveis basais em 6h. 
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O período refratário no Giro Cingulado de Ratos
4.3 O período refratário de c-Fos em ratos: 
 
O mapeamento do período refratário com base no padrão de expressão 
da proteína c-Fos se apresentou de maneira distinta entre as regiões avaliadas. 
No giro cingulado não houve período refratário em 1h e houve período 
refratário absoluto em 3h (PTZ3h = PTZ3h/1h < PTZ 1h) ou seja, a segunda 
crise 3h após a primeira não desencadeia qualquer modificação nos níveis 
proteicos de c-Fos. Já em 6h os animais apresentaram período refratário 
relativo (PTZ 6h < PTZ 6h/1h < PTZ 1h), o que significa dizer que uma segunda 
crise 6h após a primeira crise desencadeia aumento da expressão de c-Fos, 
porém não atinge os mesmos níveis expressos pela primeira crise (ver gráfico 
10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
## 
** 
O período refratário de c-Fos no Giro Cingulado de 
Ratos 
** 
Gráfico 10: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas 
do giro cingulado de ratos nos grupos do período refratário em relação aos 
grupos PTZ 3h, 6h e 1h. Observa-se período refratário relativo em 6h e 
absoluto em 3h(densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001comparado com o grupo controle (ANOVA seguido pelo testepost 
hoc Fisher) 
## P<0,0001 comparado com o grupo padrão de expressão correspondente 
(ANOVA seguido pelo testepost hoc Fisher) 
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O Período refratário de c-Fos no Cortex Piriforme de Ratos
No córtex piriforme, houve período refratário relativo em 6h e absoluto 
em 3h como apresentado no giro cingulado. Em 1h houve período refratário 
(PTZ1h/1h < PTZ 1h), no entanto, o grupo de PTZ1h/1h apresentou níveis de 
c-Fos menores que o grupo PTZ 2h, caracterizando um fenômeno que 
impossibilita sua caracterização como refratário (ver gráfico 11 e 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
## 
* 
** 
** 
Gráfico 11: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas no 
córtex piriforme nos grupos do período refratário de ratos (PTZ1h/1h, 3h/1h e 
6h/1h) em comparação com grupo PTZ 1h, 3h e 6h. Observa-se período 
refratário em 1h/1h, 3h/1h e 6h/1h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, *P<0,05 comparado com o grupo PTZ 1h (ANOVA seguido pelo 
testepost hoc Fisher) 
## P<0,0001 comparado com o grupo padrão de expressão correspondente 
(ANOVA seguido pelo testepost hoc Fisher) 
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Gráfico 12: Representação gráfica da densidade de 
células c-Fos positivas no córtex piriforme de ratos do 
grupo PTZ1h/1h e PTZ2h. A expressão proteica menor 
do grupo PTZ 1h/1h indica um período refratário 
desconhecido (densidade: x 10-5 células/µm3). 
*P<0,05 comparado com o grupo PTZ2h (ANOVA 
seguido pelo teste post hoc Fisher) 
O Período refratário de c-Fos no Córtex 
Piriforme de ratos em 1h 
* 
Gráfico 13: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas no 
córtex motor nos grupos do período refratário (PTZ 1h/1h, 3h/1h e 6h/1h) de 
ratos em comparação com grupo PTZ 1h, 3h e 6h. Observa-se período refratário 
em 1h/1h e 3h/1h e ausência de refratariedade em 6h/1h (densidade: x 10-5 
células/µm3). 
**P<0,0001, * <0,05comparado com o grupo PTZ 1h (ANOVA seguido pelo 
testepost hoc Fisher) 
## P<0,0001 comparado com o grupo padrão de expressão correspondente 
(ANOVA seguido pelo testepost hoc Fisher) 
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Gráfico 14: Padrão de expressão gênica no hemisfério direito de ratos Wistarnos 
grupos do período refratário (PTZ 1h/1h, 3h/1h e 6h/1h) em comparação com o 
grupo PTZ1h. Não houve diferença estatística entre os grupos. 
p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste post hoc Fisher). 
 
 
Por fim, no córtex motor observamos período refratário absoluto em 1 e 
3h e ausência de refratariedade em 6h, evidenciado pela equivalência de 
expressão entre os grupos PTZ1h/1h e PTZ 2h; PTZ 3h/1h e PTZ 3h; 
PTZ6h/1h e PTZ 1h (ver gráfico 13). 
Quando analisados os níveis de mRNA não houve diferença 
estatisticamente significante entre os grupos do período refratário e PTZ 1h, 
indicando um mecanismo pós-transcricional de indução do período refratário 
(ver gráfico 14). 
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4.4 O período refratário de c-Fos em macacos: 
 
No giro cingulado de macacos se observa um período refratário em 6 e 
12h (vergráfico 15). O grupo PTZ 6h/3h apresentou menores níveis em 
relação ao grupo PTZ 3h, no entanto, ainda maiores que o grupo PTZ 9h 
indicando um período refratário relativo. Podemos concluir que o periodo 
refratário é relativo a partir da comparação com PTZ9h pois, se o grupo PTZ 
6h/3h não tivesse sido estimulado pela segunda vez, os animais pertencentes 
a este grupo seriam então, em termos de tempo após o primeiro estímulo, um 
grupo PTZ 9h (6h + 3h = 9h). Se o grupo PTZ6h/3h expressa níveis maiores 
que o grupo PTZ9h, significa que a segunda crise teve algum impacto na 
curva do padrão de expressão de c-Fos mesmo não exercendo o mesmo 
efeito que a primeira crise. E assim se justificam as  comparações de 
PTZ3h/3h com PTZ 6h. 
É importante observar, ainda no giro cingulado, que em 3h tão somente 
não existe refratariedade como há um aumento ainda maior que o grupo 
PTZ3h, indicando que, mesmo quando há um pico na expressão de c-Fos, um 
segundo estímulo consegue somar ao estímulo anterior. Esta característica 
somatória dos estímulos, no momento em que há maiores níveis de 
expressão provocados pelo primeiro estímulo, não foram encontradas em 
nenhuma das três regiões avaliadas em roedores (gráfico 10, 11 e 13). 
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Diferentemente do giro do cíngulo, no córtex piriforme de macacos há 
período refratário em 3, 6 e 12h, sendo relativo em 3h (PTZ3h> PTZ3h/3h > 
PTZ6h) e em 6h (PTZ3h> PTZ6h/3h > PTZ9h) (ver gráfico 16). Enquanto que 
no córtex motor não se observam período refratário exceto em 12h (ver gráfico 
17). Nota-se um período refratário absoluto em todas as áreas avaliadas nos 
primatas em 12h (ver figura 10), inferindo-se que o período refratário é muito 
mais longo que nos ratos e é, também, mais longo que 12h.  
 
** 
O período refratário de c-Fos no Giro Cingulado de 
Macacos 
* 
## 
Gráfico 15: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas 
no giro cingulado dos grupos do período refratário (PTZ 3h/3h, 6h/3h e 
12/3h) de macacos em relação ao grupo PTZ 3h, 6h e 9h. Observa-se 
período refratário em 6h/3h e 12h/3h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, * <0,05 comparado com o grupo PTZ 3h 
## P< 0,0001, # <0,05 comparado com o grupo do padrão de expressão 
correspondente (ANOVA seguido pelo testepost hoc Fisher). 
 
## 
* 
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O período refratário de c-Fos no Córtex Piriforme de 
Macacos 
Gráfico 16: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas no 
córtex pirirforme dos grupos do período refratário (PTZ 3h/3h, 6h/3h e 12h/3h) de 
macacos em relação ao grupo PTZ 3h, 6h e 9h. Observa-se período refratário 
em 3h/3h, 6h/3h e 12h/3h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, * <0,05, comparado com o grupo PTZ3h 
## P< 0,0001, comparado com o grupo do padrão de expressão correspondente 
(ANOVA seguido pelo testepost hoc Fisher). 
** 
** 
** 
## 
## 
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## 
O período refratário de c-Fos no Córtex Motor de 
Macacos 
** 
## 
Gráfico 17: Representação gráfica da densidade de células c-Fos positivas no 
córtex motor dos grupos do período refratário de macacos (PTZ 3h/3h, 6h/3h e 
12h/3h em relação aos grupos PTZ 3h, 6h e 9h. Observa-se período refratário 
apenas em 12h/3h (densidade: x 10-5 células/µm3). 
**P<0,0001, comparado com o grupo PTZ 3h 
## P< 0,0001 comparado com o grupo do padrão de expressão correspondente 
(ANOVA seguido pelo testepost hoc Fisher) 
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Figura 10: Fotomicrografia do giro cingulado (1ª linha), córtex motor (2ª linha) 
e córtex piriforme (3ª linha) de Macacos, onde são representados os grupos 
PTZ 3h e PTZ 12h/3h. Nota-se período refratário em todas as áreas avaliadas 
após 12h da primeira crise convulsiva. Escala de barra 100µm. 
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4. Discussão: 
 
4.1. Porque estudar c-Fos e porque utilizar PTZ? 
 
O principal achado do nosso trabalho foi de que a expressão de c-Fos é 
diferente entre ratos e primatas.Isso nos fornece evidências adicionais de 
mecanismos molecularesdiferenciados entre roedores e primatas, o que, por 
sua vez, pode contribuir para diferençasnão só anatômicas como também 
bioquímicas a respeito do processamento de diversastarefas como memória e 
aprendizagem. Esta proposta tem por base a ampla participação de c-Fos em 
diversos processos de ativação celular, recombinação com outras proteínas 
para controlede ativação gênica no DNA da célula, bem como de sua 
participação na produção deoutras proteínas. 
É importante salientar que c-fos, tanto RNAm quanto a proteína, são 
expressos em diversas estruturas durante tarefas cognitivas e de 
aprendizagem como: tarefas de condicionamento aversivo (Scheich e 
Zuschratter, 1995; Zuschratter et al,1995), esquiva inibitória (Nikolaev et al, 
1992), condicionamento apetitivo (Bertaina et al,1995) bem como tarefas de 
recompensa (Carreta et al., 1999). Esses e os demais trabalhos que apontam 
essa relação, mesmo que em sua maioria realizados em roedores, 
caracterizam o proto-oncogene c-Fos como um gene/proteína onde uma 
diferença entre primatas e roedores poderia permitir supor que parte do nível 
de complexidade superior de primatas em relação aos roedores pudesse 
também ser explicada a partir de um ponto de vista bioquímico. 
Receptores de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) 
parecemmediar uma parte substancial da indução da crise epiléptica, baseando 
-se na coincidência entre a imunorreatividade de c-Fos e a densidade dos 
receptores NMDAdepois da administração de PTZ em camundongos. De fato, 
descobriu-se que aexpressão de RNA mensageiro de c-fos pode ser bloqueada 
não somente por agentesantiepilépticos e anticonvulsivantes como também por 
dizocilpina (MK801), um antagonista dos receptores NMDA. Logo, o 
mecanismo de ação do PTZ se resumeprincipalmente em inibir circuitos 
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GABAérgicos inibitórios e estimular receptoresNMDA que, por sua vez, 
aumenta expressão de c-fos. Sabe-se que canais NMDA estão relacionados 
com a formação de potenciais de longa duração, e estes são importantes para 
formação de mémoria (Simjee  et al., 2011; Vendrell  Et al., 1998; Clayton et al., 
1997; Herrera e Robertson,1996; Morgan e Curran, 1991). 
Muitos estudos a respeito da análise do curso temporal da expressão de 
c-fos foram realizadas através de isquemias, estimulação sensorial, 
manipulação dereceptores de neurotransmissores bem como através da 
administração depentilenotetrazol (PTZ) e ácido caínico, dentre outros. A 
administração de PTZdesencadeia um aumento da expressão de c-fos de uma 
forma mais exuberante emregiões do sistema límbico – hipocampo, amígdala, 
hipotálamo anterior, bulbo olfatório,córtex cingulado e piriforme –além de áreas 
não límbicas como córtex motor, nervoscranianos e cerebelo. A administração 
de 50mg/kg de PTZ intraperitonealmente, resultaalta concentração, cerca de 50 
micro g/g, da mesma no tecido cerebral capaz de causardescargas epilépticas 
(Szyndler et al., 2009; Bel et al, 1998; Fu e Beckstead, 1991). 
 
4.2.  O padrão de expressão e do período refratário encontrado foi 
consistente com outros estudos? 
 
Embora a literatura aponte expressão de c-Fos após indução de crise 
por PTZ, em 1991, Sakurai-Yamashita e Sassone-Corsi não encontraramsinais 
de aumento de expressão de c-Fos no encéfalo de camundongos estimulados 
comPTZ pelo menos até 40 dias de nascidos. Este trabalho foi bastante 
questionado peloVendrell e colaboradores em 1998, que afirmaram haver 
expressão de c-Fos e RNAm mesmo em animais com 15 dias de vida, quando 
utilizado PTZ, e em animais com 10 dias de vida, quandoutilizado ácido 
caínico. Afirmaram ainda, que a expressão de c-Fos não acontece devidoàs 
convulsões provocadas pela crise, mas sim do tipo de receptor ativado ou 
segundosmensageiros elencados que medeiam à resposta transcripcional. 
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Em nosso trabalho (ver gráfico 4) evidencia-se aumento da expressão 
deRNAm após 0,5h  da crise induzida com PTZ em ratos, com declínio da 
expressão a partir de1h e retorno aos níveis basais após 6h. No entanto, não 
estudamos um período anterior a0,5h para saber com exatidão em quantos 
minutos a expressão de RNAm de c-fosalcançam níveis superiores aos níveis 
basais. Outros estudos (Chaudihuri  et al, 2000;Chaudihuri  el al, 1997; Ikeda  
el al,  1990) apontam níveis supra basais  já  após 15min da estimulação. 
Na verdade, tanto o padrão de expressão do mRNA  como  o padrão 
deexpressão da proteína parecem apresentar variações de acordo com o 
estímuloapresentado. Estímulos como desidratação em ratos(Silveira  el al, 
2007) causamaumento da expressão de RNAm somente após 6h, pico máximo 
de expressão entre 6h à24h e declínio a níveis basais entre 48h à 72h.  Com a 
utilização de exploração tátil (Melzer e Stainer,1994; Bisler  el al, 2002) em 
ratos demonstrou-se  aumento dos níveis de RNAm após 5 min,  pico de 
expressão de 2h à 4h, retorno aos níveis basais a partir de 24h.  Com 
estemesmo protocolo de estimulação tátil houve aumento dos níveis proteicos 
de c-Fos após10 min, pico de expressão 1h e declínio a partir de 1h. Nesses 
trabalhos a expressão de c-Fos retornaaos níveis basais noperíodo de 48h à 5 
dias após a estimulação (ver tabela 2).   
O emprego de estímulo visual em ratos (Baile Le Crom  et al,1996) 
apontam o início de expressão de RNAm após 5min, pico de expressão entre 
2h à4h, com declínio a partir de 24h.  Traumas mecânicos em ratos (Buytaert el 
al, 2000) apontamaumento dos  níveis de proteína no córtex estriado  após 12h 
da lesão, diminuindo após24h e retornando aos valores basais após 48h da 
lesão. 
Estímulos por meio de lesão encefálica em ratos (Raghupati  et al, 
1995)apontam níveis de RNAm de c-fos após 2h,  permanecendo níveis 
aumentados somenteno corpo caloso do lado ipsilateral à lesão, retornando 
aos níveis basais após 24h emtodo o encéfalo.  A lesão encefálica por meio de 
oclusão de artérias em ratos também desencadearam níveis aumentados de 
RNAm de c-fos de 2 à 8h no giro denteado, CA3 eCA4.  A presença de altos 
níveis de c-fos durante uma lesão encefálicalevou a sugestão de que talvez o 
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c-fos possa também estar relacionado com mecanismos de 
sobrevivêncianeuronal (Herrera e Robertson, 1996). 
Estimulações de estresse agudo em ratos produziram aumento da 
expressão de mRNA de c-fos após 30 min retornando aos níveis basais após 
2h em diversas regiões do sistema nervoso como córtex occipital, parietal, 
frontal e temporal, núcleo da rafe, colículo superior, giro denteado, hipocampo, 
cerebelo dentre outros (Cullinan et al.,1995). 
Devido as diversas formas de estímulos neurais encontradas nos 
estudos quebuscaram o mapeamento da expressão de RNAm e proteína c-Fos 
(ver tabela 2), torna-se necessária acomparação do padrão de expressão que 
obtivemos em nosso trabalho, com  outrostrabalhos que utilizaram o mesmo 
estímulo (PTZ). Estudos de Sonemberg e colaboradores(1989) apontaram 
níveis elevados de RNAm de c-fos em 30min à 60min apósestimulação com 
PTZ em ratos, paralelamente ao aumento da proteína c-Fos, deantígenos 
relacionados à Fos (FRA) e de atividades ligadas ao sítío AP -1 no DNA 
dacélula estimulada.  Permanecendo estes últimos aumentados por 4h após a 
crise, enquanto que em nossos estudos, tanto a proteína quanto o RNAm 
retornam aos níveis basais em 6h após o mesmo estímulo. 
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Autor Animal Estímulo Início  Pico  Declínio  Valor 
basal 
Período 
refratári
o 
Morgan et 
al.,1987 
Camundongo Químico 
(metrazol) 
Proteína: 
15 min 
RNAm: 
não 
avaliado 
Proteína:0,
5h, 1h, 
1h30 min 
A partir 
de 3h 
4h Até 17h 
Bisler et al., 
2002 
Ratos Exploração 
tátil 
Proteína: 
10 min 
RNAm: 
não 
avaliado 
Proteína: 
1h 
A partir 
de 1h 
48h – 5 
dias 
Não 
avaliado 
Silveira et 
al.,2007 
Ratos Deshidratação 
Proteína: 
não 
avaliado 
RNAm: 6h 
6 – 24 h 48 – 72h Não 
avaliado 
Não 
avaliado 
Kazi et 
al.,2003 
Macacos Enucleação 
Proteína: 
1h 
RNAm: 
não 
avaliado 
6h Após 9h 27h Não 
avaliado 
Chaudihuri et 
al.,2000 
Ratos Luz 
Proteína: 
0,5h 
RNAm: 20 
min 
Proteína e 
RNAm 
1h30min 
Após 2h 6h Não 
avaliado 
Melzer e 
Steiner, 1994 
Ratos Estimulação 
tátil 
Proteína: 
não 
avaliado 
RNAm: 5 
min 
2 – 4h A partir 
de 24h 
Não 
avaliado 
Não 
avaliado 
Baile Le 
Crom et 
al.,1996 
Ratos Convulsão 
Proteína: 
não 
avaliado 
RNAm: 5 
min 
2 – 4h 24h Não 
avaliado 
Não 
avaliado 
Sonemberg 
et al.,1989 
Ratos Convulsão 
(PTZ) 
Proteína e 
RNAm 0,5 
– 1h 
Não 
avaliado 
Não 
avaliado 
4h Não 
avaliado 
Nakagami 
et al.,2013 
Macacos Luz Proteína e 
RNAm: 
24min 
Proteína: 
2h20min 
RNAm: 
24min 
Proteína: 
4h 
RNAm: 
2h20min 
Não 
avaliado 
Não 
avaliado 
Tabela 2: Trabalhos que mapearam o padrão de expressão ou período refratário de c-fos. Note que são 
escassos os estudos com primatas (em vermelho), e não foi apontado em nenhum deles o período 
refratário, a comparação com ratos bem como o estabelecimento do perfil de uma forma detalhada 
abrangendo RNAm e proteína. 
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Outras drogas (ainda de natureza semelhante) que induzem crise 
convulsiva também produzem um padrão deexpressão de c-fos bastante 
similar ao padrão que encontramos: RNAm e proteínaaumentado após 30 min 
da crise, atingindo níveis máximos após 1h, permanecendonesses níveis até 
3h. Porém, após a estimulação com metrazol em camundongos já há uma 
queda a níveis subbasais de RNAm e proteína c-Fos após 4h da estimulação, 
permanecendonesses  níveis por mais 4h, retornando aos níveis basais após 
16h. Esses dados sugerem então aexistência de um período refratário para 
uma nova expressão de c-Fos de até 17h(Morgan el al., 1987). 
Em nosso trabalho, observamos um período refratário bem mais 
duradouro nos primatas em relação aos roedores em todas as áreas 
estudadas, porém, o que mais chama a atenção é que no momento em que 
ambos estão exibindo o pico da expressão de c-Fos (1h para ratos e 3h para 
macacos), quando induzido nova crise a partir de nova dose de PTZ, tanto os 
ratos quanto os primatas, não exibem período refratário neste momento no giro 
cingulado. Surpreendentemente, com o segundo estímulo, os saguis 
apresentaram capacidade de aumentar a expressão acima do “platô” inicial 
decorrente da primeira crise enquanto os ratos exibem apenas os mesmos 
níveis expressos pela primeira crise. Essa característica somatória dos 
estímulos (a 1ª e 2ª crise) só foi encontrada nos macacos, unicamente no giro 
cingulado (Ver gráfico 15) 
Outro importante fator a ser observado é que em nenhum momento os 
primatas apresentaram período refratário absoluto, ou seja, em qualquer 
momento (no período de até 12h após a primeira crise) um segundo estímulo 
pode influenciar (100% ou parcialmente) na expressão de c-Fos. Já em ratos, 
em todas as áreas avaliadas, observou-se que em 3h após o primeiro estímulo, 
o segundo estímulo não interfere em absolutamente nada na expressão de c-
Fos. 
Em uma observação interessante, e que na verdade está na raiz do 
presente trabalho, observamos em estudos anteriores em nosso laboratório, 
que a estimulação repetida com PTZ a cada 24 horas em saguis, não induziu 
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kindling nos animais mesmo após 80 aplicações diárias de pentilenotetrazol 
(dados não publicados). 
No presente trabalho notamos que em 12h os macacos ainda 
apresentam período refratário absoluto de c-Fos, ou seja, a duração deste 
período é no mínimo, maior que 12h. Recentemente, em outubro de 2013, 
Hong e colaboradores publicaram o primeiro trabalho descrevendo o modelo 
kindling em primatas induzido por uma substância antagonista GABAérgica 
denominada Coriaria lactone. Os intervalos das doses foram de 72h, intervalo 
este, que acreditamos ser suficiente para o término do período refratário de c-
Fos nos primatas. Ainda que de forma tangencial estas evidencias sugerem 
uma importante diferença funcional, que é possivelmente decorrente da 
expressão diferencial de c-fos entre roedores e primatas. Importante notar que 
as evidencias de kindling em seres humanos são escassas senão nulas 
enquanto o modelo é bastante bem estabelecido em roedores, Nossos 
presentes dados podem estar na base dessa diferença (Walker et al.,2002). 
De forma geral, para estímulo com agentes convulsivantes, o aumento 
daexpressão do gene não é observado de forma simultânea nas diversas 
regiões ativadas.De fato, os estudos indicam no giro denteado um início de 
expressão maior que basal,que chega ao seu máximo após 60 min, e em 
regiões corticais entre 60 e 90 min, nohipocampo alguns neurônios foram 
marcados após 90 min, e totalmente marcados após3h. Também após 90 min 
pôde-se observar expressão maior de c-fos na amígdala, bulboolfatório e 
septum.  Desta forma, em 4h, todos os neurônios do sistema límbico e 
córtexcerebral foram marcados. Porém em algumas áreas não se observa 
aumento do gene após estímulos com esses agentes convulsivantes, como 
corpo geniculado, colículosuperior e inferior, substância negra e córtex 
cerebelar (Morgan  et al., 1987),possivelmente devido a não ativação dessas 
vias neuronais pela convulsões induzidasnaquele trabalho. 
Em nosso trabalho (gráfico 1, 2 e 3), o córtex motor, giro cingulado e 
córtex piriforme de ratosapresentaram expressão proteica simultânea não 
havendo diferença temporal do padrão deexpressão entre essas estruturas, 
exceto no giro cingulado que apresentou níveis maiores de c -Fos 
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somenteapós 1h enquanto que nas demais áreas não houve diferença 
estatisticamentesignificante entre PTZ 1h e PTZ 2h, apontando um pico de 
expressão mais duradouro. 
Em relação aos macacos, embora a expressão inicie ao mesmo tempo 
que os ratos (0,5h após crise) o padrão de expressão de c-Fos nos primatas foi 
mais duradouro chegando a apresentar picos 3 vezes mais longos que os ratos 
no giro cingulado e retorno aos níveis basais de 3 a 6 horas após o período de 
retorno dos roedores.  
Um dos poucos trabalhos que buscaram mapear o padrão de expressão 
de c-Fos foi deKazi e colaboradores (2003) que realizaramanálise dos níveis de 
c-Fos nos núcleos habenulares laterais de primatas que foramenucleados, e 
observou aumento da expressão bilateralmente após 1h, aumentando até6h e 
decrescendo após 9h chegando a valores basais de c-fos após 27h. No 
entanto, estudos com enucleação em ratos (Gonzalez et al.,2005) parecem 
demonstrar o mesmo padrão mais duradouro da expressão de c-Fos, o que 
indica que essa estímulação talvez não seja um bom parâmetro para 
comparação entre roedores e primatas, pois a enucleação é um estímulo 
duradouro (e não pontual), é, também, um caso onde a perda das conexões 
neuronais é progressiva, em diversas áreas cerebrais, ocorrendo um fenômeno 
de plasticidade e reorganização de função em relação ao olho remanescente. 
Um fator importante a ser destacado é que os macacos apresentaram 
maiores variações de expressão de c-Fos em relação ao seu controle (gráfico 
8 e 9 ), ou seja, no córtex piriforme por exemplo, o grupo PTZ 3h de macaco 
chegou a apresentar expressões 800% a mais que o grupo controle enquanto 
que a mesma região em ratos apresentou pico de expressão em torno de 500% 
no grupo PTZ 1h.  
Não foi encontrado na literatura trabalhos detalhados que abordam o 
perfiltemporal da expressão de c-Fos bem como o estabelecimento do período 
refratário de c-Fos no cérebro de macacos através da estimulação com PTZ. 
São escassos trabalhos que abordam o perfil temporal de c-Fos em primatas 
seja por qualquer tipo de estimulação, Entendemos que enquanto teste de 
hipótese experimental, nosso trabalho seja o primeiro a avaliar 
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comparativamente o padrão de expressão de c-Fos em roedores e primatas 
após um mesmo tipo de estimulo e nas mesmas condições experimentais. 
 
4.3. A diferença encontrada no perfil temporal de expressão de c-Fos 
decorre de crises diferentes? 
É importante salientar que todos os animais, ratos e macacos, 
receberam a mesma dose de PTZ (50mg/kg), e só foi considerado com crise o 
animal que atingiu a escala V de Racine buscando, assim, minimizar as 
possíveis diferenças em decorrência de níveis de crise diferenciados. Com isso 
pode-se afirmar que todo o grupo PTZ de ratos e macacos apresentaram clonia 
generalizada com perda postural. Animais que apresentaram crises recorrentes 
também foram eliminados do trabalho, permanecendo somente aqueles que 
apresentaram uma única crise após aplicação de PTZ. 
O tempo de crise convulsiva tipo V (duração da crise) também foi 
semelhante, durando em média de 1 a 3 minutos, tanto nos ratos quantos nos 
macacos. Animais que apresentaram crise muito rápida ou crises muito 
duradouras foram eliminados do trabalho afim de evitar qualquer interferência 
nos resultados da expressão de c-Fos. 
A única discrepância notável entre as ordens (roedores e primatas) foi a 
latência entre a aplicação de PTZ e o início da crise, que foi de 10 a 18 minutos 
em macacos e de 2 a 3 minutos em ratos. Acreditamos que essa diferença não 
tenha interferido nos resultados devido às horas para a eutanásia ter sido 
definido sempre em relação à crise e não à aplicação de PTZ. 
 
4.4.  Qual o possível significado funcional maior das diferenças 
encontradas? 
 
A relação do canal NMDA e subsequente alteração da expressão de c-
Fos já está bastante estabelecida na literatura em culturas de células neuronais 
(Gerlach et al., 2002), em células da medula espinhal in vivo (Soyguder, 2005; 
Lee et al., 2001), no subnúcleo caudalis (Allen et al., 2011), no subnúcleo 
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trigeminal (Chiang et al.1998), no núcleo accumbens, núcleo central e 
basolateral da amígdala, núcleo talâmico mediodorsal e paraventricular d CA1 
no hipocampo (Nowac et al., 2012) dentre outros. 
A relação da abertura dos canais NMDA e expressão de c-Fos, 
sabendo-se que a abertura de canais NMDA é um requisito imprescindível para 
a formação dos potenciais de longa duração, e estes, por sua vez, fazem parte 
do mecanismo de armazenamento de memória de longa duração, nos fazem 
pensar que talvez mecanismos biomoleculares de armazenamento de memória 
acontecem de maneira diferenciada em ratos e macacos em vista da diferença 
do padrão de expressão de c-Fos após estímulo com PTZ. 
Neurônios envolvidos com córtex prefrontal dorsolateral em primatas 
possuem propriedades de representação mental, ou seja, tem capacidade de 
“embutir” informações na ausência de estímulo sensorial. A representação da 
base neural do conhecimento tem sido estudada em primatas através de 
tarefas de memória de trabalho visuoespacial. Modelos computacionais 
previram que a persistência de ativação das redes neuronais do córtex pré-
frontal dorsolateral requer abertura de canais NMDA ao invés de AMPA, além 
disso, a importância dos canais NMDA não se limita a plasticidade sináptica de 
longa duração, como também durante tarefas de controle cognitivo “online” 
tendo como exemplo tarefas de tomada de decisão e memória de trabalho 
(Wang et al.,2013; Compte et al., 2000; Wang, 1999). 
Sabe-se que quanto maior a integração de diferentes áreas cerebrais 
melhor e mais complexa serão as respostas do animal em relação ao 
determinado estímulo. Por exemplo, em uma tarefa cognitiva como de 
discriminação de objetos, quando maior for à associação entre as áreas de 
processamento de informações visuais, táteis e mnemônicas melhor será o 
desempenho do animal durante a realização da tarefa (Urcelay e Miller, 2014). 
Nossa hipótese é que a expressão de c-Fos nestas áreas durante a 
aprendizagem seja um dos mecanismos de integração das informações, e 
quanto maior for o intervalo temporal de associação possível entre diferentes 
regiões do sistema nervoso central, ou quanto maior forem as quantidades de 
áreas que puderem ser associadas, possivelmente melhor será o desempenho 
do animal durante a tarefa, proporcionando, ao mesmo, respostas mais 
complexas e refinadas. 
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Sendo assim, supondo que nossa hipótese esteja correta, o padrão de 
expressão mais duradouro encontrado em nosso trabalho, indica uma maior 
capacidade de integração entre áreas do sistema nervoso central de primatas 
em relação aos roedores, e isto, em termos de comportamento, poderia 
contribuir para explicar a capacidade cognitiva dos primatas em relação às 
demais ordens. 
Embora escassos, nosso trabalho não foi o único a procurar estabelecer 
diferenças funcionais e bioquímicas entre cérebros de diferentes animais. E 
estes também contribuíram bastante para o entendimento minucioso da 
complexidade dos primatas em relação aos outros animais. 
Estudos de Berger e colaboradores (1991) apontaram que aferências 
dopaminérgicas corticais são mais expansivas que em ratos, isso significa dizer 
que há zonas corticais extensivas que recebem pouca ou nenhum projeção 
dopaminérgica em ratos, enquanto as mesmas regiões recebem estas 
projeções em primatas. As regiões mais densamente inervadas por projeções 
dopaminérgica em macacos incluem: córtex motor, premotor, área motora 
suplementar, córtex cingulado posterior, parietal e temporal. 
Em termos funcionais, uma expansão das projeções dopaminérgicas nas 
áreas de associação implica em funções adicionais na integração da 
informação sensoriomotora. Notamos a importância das projeções 
dopaminérgicas em indivíduos com mal de Parkinson, que apresentam, dentre 
outros sintomas, déficit na integração sensoriomotora e no planejamento motor 
em decorrência da diminuição de dopamina no sistema nervoso (Berger et al., 
1991). 
Um trabalho de Cárceres e colaboradores (2003) apontou uma diferença 
bioquímica importante entre primatas não-humanos e humanos.Segundo este 
trabalho, os humanos apresentam maiores níveis de expressão gênica que os 
chimpamzes e macaco Rhesus. Isto significa, em termos gerais,maior atividade 
cerebral dos humanos que possivelmente está relacionado com sua maior 
complexidade evolutiva. 
Desde 1975 já se sabiam algumas características bioquímicas entre 
humanos e chimpamzes importantes: os polipeptídeos humanos são em 99% 
idênticos aos dos chimpamzes; a grande maioria das diferenças das 
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sequências de nucleotídeos do DNA encontrada entre estes animais são em 
regiões não-transcritas ou de redundância do código genético; a distância 
genética entre estes animais, baseados em comparações eletroforéticas de 
proteínas, se mostrou bem pequena. Correspondendo à distancia entre 
espécies irmãs de moscas, de frutas ou de mamíferos; Pequenas mudanças 
genéticas de controle da expressão gênica podem ser responsáveis pela maior 
diferença entre esses organismos, como por exemplo o rearranjo de genes em 
cromossomos ao invés de pontos de mutações (King e Wilson, 1975). 
Alem desses, outros estudos a respeito da extensão das sinapses 
corticais entre diferentes espécies de primatas (Liu et al.,2012), conexões do 
sistema dopaminérgico com o estriado entre ratos e macacos (Joel, Weiner, 
2000), forma e função do hipocampo em ratos, macacos e humanos (Clarck e 
Squire, 2013), diferenças de organização e tamanho das células piramidais em 
roedores e primatas (Elston e Manger, 2014), cognição de humanos e demais 
animais (Premack, 2007) dentre outros mostram um recente avanço nos 
conhecimentos bioquímicos  que possivelmente refletem no grau evolutivo 
entre as espécies. 
 
4.5. A especificidade do anticorpo  c-Fos 
 
Sabe-se que existem inúmeras isoformas de c-Fos (como v-Fos, FosB, 
FRA-1, FRA-2 dentre outros...) que  podem reagir com o anticorpo no cérebros 
de macacos e que talvez não reaja no cérebros de ratos ou vice-versa. 
Segundo informações do data sheet, o anticorpo utilizado (anti-c-Fos rabbit 
polyclonal ab-5 Calbiochem) pode apresentar reações cruzadas com uma 
fração de 62kDa da proteína v-Fos em ratos, camundongos e humanos. 
Kaczmarek e colaboradores (1999) utilizaram o mesmo anticorpo deste 
presente trabalho, com a finalidade de investigação da expressão de c-Fos no 
córtex visual de macacos durante o período crítico de plasticidade. 
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Em geral, alguns estudos sobre imunorreatividade à c-Fos foram 
realizados utilizando diferentes anticorpos  da Cambridge Research 
Biochemicals (ref. OA11824 e OA11823) no estriado (Asin et al., 1996), no 
globo pálido e substância negra (Wirtshafter e Asin, 1999) em macacos. 
Estudos de natureza comparativa sobre a expressão de c-Fos no útero 
de ratos, macacos e humanos utilizou o anticorpo policlonal anti-c-Fos da 
Santa Cruz Biotechnology (o mesmo utilizado no trabalho de kazi et al.,2003, já 
citado anteriormente neste trabalho). Este trabalho não levou em consideração 
a possibilidade de inespecificidade da marcação do anticorpo entre os animais, 
alem disso, o data sheet fornecido pela empresa também não apontou 
possíveis reações cruzadas (Zaher e Khan, 2006). 
Estudos que mostraram imunorreatividade de c-Fos no cerebelo de 
macacos utilizou um anticorpo da Santa Cruz Biotechnology (Número da 
referência não citado), porém, já neste trabalho, o autor cita que o anticorpo 
também reage com outras isoformas de Fos (FRA-1, FRA-2 e FosB) (Nechii et 
al., 2004). No entanto, o anticorpo anti-c-Fos da mesma empresa (ref. SC-52) 
foi usado no trabalho de Nakagami e colaboradores (2013) em primatas. Os 
autores afirmam prévia confirmação da especificidade deste anticorpo utilizado 
previamente em ratos. 
 
4.6. Próximos passos 
 
Primeiramente, o passo importante a ser seguido seria o de comprovar a 
especificidade do anticorpo utilizado na imunohistoquímica de c-Fos (anti-c-Fos 
rabbit polyclonal ab-5 Calbiochem) a fim de comprovar que as diferenças 
encontradas decorrem somente da expressão de uma única isoforma da família 
Fos, no caso, o c-Fos.  
Um padrão de expressão de c-fos diferenciado entre roedores e 
primatas quando submetidos a um mesmo estímulo, prediz uma possível chave 
para o entendimento do desempenho e resposta mais complexas e refinadas 
de primatas durante tarefas cognitivas bem como sua capacidade de aprender 
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e de executar comportamentos que são difíceis, ou até impossíveis aos 
roedores. Seria este perfil diferenciado de c-fos dos saguis uma das 
explicações bioquímicas para isso? Essas diferenças de expressão também se 
aplicariam aos outros genes e proteínas mais estritamente relacionados com a 
cognição como por exemplo zif 268 e Arc? Como seria o padrão de expressão 
destes genes e proteínas em decorrência de um estímulo fisiológico, como 
tarefas de aprendizagem e cognição?  
Para resposta destas perguntas, faz-se necessário realizar tarefas 
cognitivas similares, ou proporcionais, entre ambas as ordens e mapear o 
padrão de expressão de genes e proteínas relacionados a processos 
cognitivos, durante a aprendizagem e após a tarefa aprendida a fim de verificar 
se há tal diferença bioquímica. Além disso, o padrão de expressão 
diferenciado, encontrado em nosso trabalho, nos faz questionar se existiriam 
outros genes com padrões diferenciados entre roedores e primatas 
principalmente àqueles mais especificamente relacionados a cognição e a 
plasticidade sináptica (como por exemplo o BDNF, zif268 e Arc). 
Pensando nisso, nosso próximo passo será mapear genes e proteínas 
(c-jun, c-fos, BDNF, arc e zif 268) durante e após a aprendizagem de uma 
tarefa de discriminação de objeto em ratos e macacos e comparar o padrão de 
expressão desses genes/proteínas para averiguar novas possíveis diferenças 
bioquímicas entre primatas e roedores, e para saber se a diferença de 
expressão de c-Fos permanecerá quando utilizado um estímulo fisiológico 
(aprendizagem e cognição). 
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5. Conclusão: 
 
Infelizmente ainda não conseguimos mapear a expressão gênicado c-fos 
ao nível do RNAm em macacos pela dificuldade em se desenhar primers 
adequados e específicos para c-fos. Grande parte dos genes conhecidos não 
estão sequenciados no sagui, ou ainda estão em fase de comprovação. Com 
isso, tivemos que desenhar primers baseado em sequências gênicas preditas. 
Dez pares de primers foram desenhados até o presente momento, e nenhum 
deles amplificou adequadamente. Ainda estamos trabalhando para obter tal 
dado. 
Com os resultados da expressão gênica do rato, esperamos que o 
mesmo padrão de similaridade com a expressão proteica permaneça em 
primatas, ou seja, possivelmente a expressão gênica do macaco seria mais 
duradoura que de ratos. Além disso, esperamos, também, que não haja 
diferença de expressão gênica entre os grupos do período refratário dos 
primatas, pois provavelmente o mecanismo de indução do período refratário 
são similares entre ratos e macacos (ao nível da degradação ou tradução 
proteica) 
O fato é que independentemente dos dados da expressão gênica, as 
diferenças encontradas na expressão da proteína tanto no padrão de 
expressão quanto no período refratário são dados pioneiros e possivelmente de 
grande relevância para o entendimento de aspectos bioquímico fundamentais 
do cérebro dos primatas (em comparação ao de roedores). 
Acreditamos que este trabalho é apenas uma premissa para inúmeros 
outros trabalhos que objetivam entender as diferenças bioquímicas que 
refletem tão fortemente às diferenças de comportamento e desempenho 
cognitivo de primatas em relação às outras espécies. 
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